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Verfahren zur Bestimmung von Wirksubs tanzen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bestimmung von Wirksubstanzen, welche die kovalente Verknupfung 
von Polypeptiden an -die Oberflache von Gram-posit iven Bakterien 
beeinf lussen, ein Verfahren zum Identif izieren einer Nukleinsau- 
re, die fur einen Polypeptidf aktor kodiert, welcher die kovalen- 
te Verknupfung von Polypeptiden an die Oberflache von Gram- 
positiven Bakterien beeinfluSt sowie die nach diesem Verfahren 
erhaltlichen Nukleinsauren . 

Angesichts des yermehrten Auftretens ant ibiot ikaresistenter 
Stamme stellen durch Gram-positive Bakterien hervorgeruf ene 
Infektionen beim Menschen eine zunehmende therapeut ische Heraus- 
forderung dar. Eine Vielzahl von bakteriellen Oberf lachenprotei - 
nen ist mit der Pathogenese dieser Organismen verbunden. So sind 
zellwandverankerte Pathogenitatsf aktoren bekannt , welche die 
bakterielle Adhasion durch Bindung an extrazellulare Matrixkom- 
ponenten der Wirtsgewebe, wie z.B. Kollagen, fordern. Andere 
Faktoren binden Serumkomponenten wie IgG und verbergen somit 
die authentische Bakterienoberf lache vor dem Immunsystem des 
Wirtes . Eine gezielte Hemmung der Verkniipf ungsreakt ion dieser 
Proteine an die bakterielle Zellwand ist daher von groteem 
medizinischen Interesse. 

Schneewind et al . (Cell, Vol. 70, p. 267 - 281, 1992) unter- 
suchen den Verankerungsmechanismus von Protein A in der Zellwand 
von Staphylokokken . Protein A gehort zu einer wachsenden Klasse 
von Oberf lachenproteinen Gram-positiver Bakterien, welche durch 
eine Abfolge des charakterist ischen Sequenzmotives LPXTG , 
gefolgt von einer Gruppe aus 15 - 22 hydrophoben Aminosauren 



sowie einer am C- terminalen Ende befindlichen Gruppe aus 5 - 
12 geladenen Aminosauren gekennzeichnet sind. Die Konservierung 
dieser Elemente wird als Indikation eines gemeinsamen Ausschleu- 
sungsmechanismus dieser Proteine in unterschiedlichen Gram- 
posit iven Spezies angesehen. Urn die Legalisation des Protein 
A (Unterscheidung zwischen in der Zellwand verankertem und 
sezerniertem Protein A) in S. aureus feststellen zu konnen, 
greifen die Autoren auf radioaktive Label lingverf ahren zuruck . 
Die Bedeutung der o.g. Sequenzelemente fur die Zellwandver- 
ankerung wird mit Hilfe von. Hypridproteirien sowie durch Mutage- 
nese des ,LPXTG-Motives und des C-Terminus untermauert . Schnee- 
wind et al . befassen sich jedoch nicht mit .moglicherweise die 
Verankerung der Oberf lachenproteine katalysierenden Enzymen noch 
mit deren Hemmung . 

Die Zellwandverankerungselemente in Oberf lachenproteinen Gram- 
positiver Bakterien sind ebenfalls Thema eines weiteren Artikels 
von Schneewind et al . (EMBO J., Vol. 12, p. 4803 - 4811, 1993) . 
Es wird gezeigt, daS Enterotoxin B, ein normalerweise in das 
Medium sezerniertes Protein, mittels C-terminaler Fusion an das 
Protein A - Ve r anke rungs s igna 1 in der Staphylokokken- Zellwand 
verankert werden kann. Die Ergebnisse unterstutzen die Hypo- 
these, daS das Zellwand-Sort ing mit einer proteolyt ischen 
Spaltung der Polypeptidkette am C-Terminus einhergeht. Ver- 
mutlich ist das LPXTG-Motiv die Stelle dieser Spaltung und 
kovalenter Zellwandverkniipf ung , wahrend der geladene Sequenz- 
abschnitt als Retent ionssignal wahrend des Zellwand-Sort ings 
dient . Die Relevanz der f altungsbedingten geometrischen Lange 
der hydrophoben Domane wird experimentell bestatigt. 

Mit dem Zelloberf lachendisplay rekombinanter Proteine auf 
Staphylococcus carnosus befaSt sich ein Artikel von Samuelson 
et al. (J. Bacterid., Vol. 177, no. 6, p. 1470 - 1476, 1995). 
Der Oberf lachendisplay des Malariapeptides M3 erfolgt hier unter 
Verwendung von Promoter, Sekret ionssignal und Propept idregion 
des Lipasegens von S. hyicus sowie der Zellwandverankerungs- 
regionen des Protein A von S. aureus.. Die hybride Protein- 
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struktur beinhaltet ferner ein Serumalbuminbindeprotein, welches 
der Detektion der rekombinanten, oberf lachen-verankerten Protei- 
ne in einem colorimetrischen Sandwichassay dient . Weitere 
Detektionsmethoden umfassen die Immunogold-Elektronenmikrosko- 
pie, Immunof luoreszenzassay sowie das f luoreszenzakt ivierte 
Cellsorting (FACS) . Auch Samuelson et al . befassen sich nicht 
mit den genauen molekularen Mechanismen der Ze 1 1 wandverankerung . 

Die Struktur des Zellwandankers der Oberf lachenproteine in 
Staphylococcus aureus ist Thema eines Reports von Schneewind. 
et al. (Science, Vol. 268, p. 103 - 106, 1995) . Die Autoren ver- 
wenden eine Kombination molekularbiologischer und massenspek- 
trometrischer Techniken und konnen zeigen, daS nach Spaltung 
des Oberf lachenproteins zwischen Threonin und Glycin des kon- 
servierten LPXTG- Motives die Carboxylgruppe des Threonins durch 
Transpeptidierung mit der freien Aminogruppe des Zellwand- 
Pentaglycins kovalent an den Mureinsacculus gebunden wird. Das 
fur die Proteolyse und Transpeptidierung vermutlich verant- 
wortliche Protein, die sogenannte Sortase, wird jedoch auch von 
Schneewind et al . nicht ident if iziert bzw. charakterisiert . 

Strauss und Gotz (Molecular Microbiology, Vol. 21, p. 491 - 500, 
1996) befassen sich mit der in vivo Immobilisierung enzymatisch 
aktiver Polypeptide auf der Zelloberf lache von Staphylococcus 
carnosus . Sie konstruieren ein Hybridprotein, welches aus 
Staphylococcus hyicus Lipase und der C-terminalen Region des 
Staphylococcus aureus Fibronectin Bindeprotein B (FnBPB) be- 
steht. Urn die Zellwandassoziat ion der Prolipase bzw. des pro- 
LipFnBPB-Hybrides zu untersuchen, verwenden die Autoren ein 
prolipasespezif isches Antiserum in einem Immunof luoreszenzassay 
sowie Immunoblotting. Weitere Untersuchungen belegen, dalS fur 
eine effiziente Faltung der Lipase in ihre aktive Konformation 
offenbar ein Abstand von ca . 90 Aminosauren zwischen dem C- 
Terminus des Enzyms und dem Zellwand-Sort ingsignal unerlaSlich 
ist. Der EinfluS groSerer Abstande wurde an Fusionen aus proLip 
und der C-terminalen Region von S. aureus Protein A (proLipSPA, 
Spacer mit 165 Aminosauren) und S. aureus Fibronectin Binde- 
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protein A (proLipFnBPA, Spacer mit 223 Aminosauren) untersucht . 
Zusatzliche Experiments wurden mit E. coli /3-Lactamase als 
Reportermolekiil durchgef iihrt . 

Die internationale Patentanmeldung PCT/US 96/14154 (Internatio- 
nale Verof f ent - 1 ichungsnummer WO 97/08553) beschreibt ein 
Verfahren zum stabilen, nicht-kovalenten Display von Proteinen, 
Peptiden und anderen Substanzen auf der Oberflache von Gram- 
positiven Bakterien. Es wurden vergleichende Untersuchungen 
zwischen dem nicht-kovalenten sowie den oben naher beschriebenen 
kovalenten Displayverf ahren durchgef iihrt . Bei Ersatz des C- 
terminalen Sorting-Signals von Protein A, welches ein kovalentes 
Display generiert, durch das Zellwand Target ing-Signal von 
Lysostaphin (SPA CWT ) konnte eine im wesentlichen unveranderte 
Bindungsintensitat von FITC-markiertem IgG an die Staphylokok- 
ken-Oberf lache beobachtet werden. 

Das US-Patent 5,616,686 offenbart ein aus ca. 6 bis 20 Aminosau- 
ren bestehendes Polypeptid, welches als integralen Bestandteil 
ein fur die Verankerung von virulenzdeterminierenden Proteinen 
auf der Oberflache von Gram-posit iven Bakterien verantwortliches 
Peptidkonstrukt enthalt . Insbesondere ist dieses Konstrukt 
dadurch gekennzeichnet , daS es an den Positionen 1, 2, 4 und 
5 der Aminosauresequenz die Aminosauren L, P, T und G auf weist . 
Aufgrund der Homologie dieser Peptide mit den Sequenzen der 
Virulenzdeterminanten in den Wildtyp-Oberf lachenproteinen 
reagieren erstere vermutlich mit den an der Verankerung betei- 
ligten Enzyme. Hieraus resultiert, daS die Virulenzdeterminanten 
der Bakterien nicht oder nur in geringerem MaSe verankert werden 
konnen und so ein Fortschreiten der Infektion unterbunden wird. 
Das bzw. die an der Oberflachen- verankerung beteiligte (n) Enzym 
bzw. Enzyme werden jedoch auch in dieser Patentschrif t nicht 
charakterisiert . 

Die internationale Patentanmeldung PCT/US 93/02355 (internatio- 
nale Verof f ent- 1 ichungsnummer WO 93/18163) befaSt sich mit der 
Bereitstellung von Fusions-proteinen, welche mindestens die 
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Ankerregion Gram-positiver Oberf lachenproteine sowie variable 
Proteine, Polypeptide oder Peptide mit insbesondere therapeuti- 
scher Wirkung in Mensch und Tier enthalten. Die Ankerregion 
umfaSt ein LPSTGE - Segment , ein Spacer- Segment der Sequenz TAN, 
ein aus 20 Aminosauren bestehendes hydrophobes Segment sowie 
einen geladenen Segmentabschnitt mit der Sequenz KRKEEN . 

Es ist daher von Interesse, ein Verfahren bereitzustellen, 
welches die Identif izierung von Nukleinsauren in Gram-positiven 
Bakterien erlaubt, die fur solche Polypeptidf aktoren kodieren, 
die direkt oder indirekt die kovalente Verkniipfung von Polypep- 
tiden an die Oberflache der Gram-positiven Bakterien beein- 
flussen. Weiterhin ist es wiinschenswert , ein Verfahren bereitzu- 
stellen, welches die Bestimmung von Wirksubstanzen erlaubt, die 
die kovalente Verkniipfung von Polypeptiden an die Oberflache 
von Gram-positiven Bakterien direkt oder indirekt beeinf lussen . 

Uberraschenderweise werden diese Ziele durch die Verfahren der 
vorliegenden Erfindung erreicht . 

Polypeptide im Sinne der Erfindung bezeichnet aus in der Regel 
mindestens 2 0 Aminosauren aufgebaute Polymere und umfaSt ins- 
besondere auch Proteine. Die Aminosauren sind durch den 1- 
Buchstaben-Code dargestellt, wobei X fur eine beliebige Amino- 
saure steht . 



Zunachst sollen im folgenden gemeinsame Grundlagen einer bevor- 
zugten Ausf iihrungsf orm der erf indungsgemaSen Verfahren darge- 
stellt werden, bevor im einzelnen auf das Verfahren zur Identi- 
fizierung von Wirksubstanzen bzw. von Nukleinsauren eingegangen 
wird . 

Die erfindungsgemaEen Verfahren sind in einer bevorzugten 
Aus fiihrungs form als enzymatische Reporterassays aufzufassen, 
die die Wirkung von Substanzen bzw. auch die Auswirkung von 
Mutationen auf bakterielle Faktoren (Targets) erfassen, welche 
direkt oder indirekt an der von einem LPXTG-Motiv abhangigen 
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C-terminalen Verankerung von Polypeptiden an der Oberflache von 
Gram-posit iven Bakterien mitwirken. Aus der Vielzahl von Fakto- 
ren und Vorgangen, die sich auf diesen Prozess auswirken konnen, 
zielen die vorliegenden Verfahren vorzugsweise auf solche 
enzymatische Schritte, die nach dem Beginn der Translokat ion 
der Zelloberf lachen-Polypeptide iiber die Cytoplasmamembran 
stattfinden. Dariiberhinaus erfassen die erf indungsgemaSen 
Verfahren . zum Teil enzymatische und andere Targets, die an der 
Biosynthese des Zellwandmureins mitwirken. Anhand der phanotypi- 
schen Merkmale der im jeweiligen Verfahren verwendeten Zellen 
lassen sich potentielle Wirkstoffe bzw. Mutationen bestimmten 
Targetgruppen zuordnen . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der erfindungs- 
gemaEen Verfahren bildet die zellulare und molekulare Grundlage 
der Reporterassays ein rekombinanter Staphylococcus carnosus 
Klon, welcher ein selektierbares Expressionsplasmid mit einer 
induzierbaren Reportergenf usion enthalt. Die Genfusion kodiert 
fur ein Hybridpolypept id bestehend aus einem N-terminalen 
Signalpeptid, einem Vorlauf erprotein der Lipase aus Staphylococ- 
cus hyicus und einem C-terminalen Anteil des Fibronektin-Binde- 
proteins B (FnBpB) aus Staphylococcus aureus. Nach seiner 
Produktion im Cytoplasma wird das Hybridpolypept id aufgrund 
seiner N-terminalen Signalstrukturen durch die bakterielle 
Zellmembran transportiert und am Aminoende durch eine Signalpep- 
tidase prozessiert . Ferner erfolgt eine Spaltung im C-terminalen 
LPXTG - Erkennungsmot i v und das verbleibende Hybridprotein wird 
kovalent mit dem Murein verkniipf t . Auf experimentellem Wege 
wurde ermittelt, daS unterschiedliche Langen des FnBPB- Anteils 
die Ausbildung enzymatischer Aktivitat der Lipasef usionen in 
unterschiedlicher Weise beeinf lussen . Ein Konstrukt wurde 
identif iziert , das in seiner Zelloberf lachen-gebundenen Form 
keine Lipaseakt ivitat aufwies (kodiert von Plasmid pTX30A82) . 
Wurde die entsprechende Fusion jedoch nach ihrer kovalenten 
Verankerung durch Lysostaphinbehandlung von der Bakterienober- 
flache freigesetzt, wurde die voile Lipaseakt ivitat erzielt. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde erstmals erkannt, 



daS in dem betref fenden Assayklon Storungen in der Zellwandver- 
ankerung der Lipasef usion zur Freisetzung der Fusion verbunden 
mit dem Auftreten von Lipaseakt ivitat in den Kulturiiberstanden 
fuhren. Als mogliche Angrif f spunkte kommen verschiedene zel- 
lulare Faktoren in Betracht, die entsprechend ihrem Wachstums- 
verhalten im wesentlichen in zwei Gruppen eingeteilt werden 
konnen . 

Ein Target bzw. eine Targetgruppe ist das als Sortase bezeichne- 
te Enzym bzw. Enzymkomplex, das bzw. der an der Oberflache der 
Bakterien die carboxyterminale Spaltung relevanter Polypeptide 
im LPXTG-Mot iv und der en anschlieSende kovalente Verkniipfung 
an Peptidbestandteile des Zellwandmureins wie z.B. Interpeptid- 
brucken, insbesondere Pentaglycineinheiten, bewerkstelligt . Die 
Inhibierung dieser Funktionen fuhrt zwar vermutlich zur Freiset-. 
zung oberf lachengebundener Faktoren und damit vermutlich zur 
Attenuierung pathogener Bakterien, vermutlich aber nicht zu. 
maSgeblichen Beeintrachtigungen in der Lebens- und Teilungs- 
fahigkeit der Bakterien. Kennzeichnendes phanotypisches Merkmal 
dieser Targetgruppe im Assayverf ahren ist die Freisetzung von 
Lipaseaktivitat in das Assaymedium bei mehr oder weniger unbe- 
eintrachtigtem Wachstumsverhalten der Bakterien. Im Gegensatz 
dazu fuhrt die Beeintrachtigung eines Targets bzw. einer Target- 
gruppe mit essentieller Function in der Mureinsynthese .zu 
massiven phanotypisch erfassbaren Veranderungen in der Lebens- 
und Teilungsf ahigkeit der Bakterien. 

Urn die potentielle Eignung der erf indungsgemaSen Verfahren fur 
die Untersuchung des Targets "Sortase" zu demonst rieren , wurden 
zwei unterschiedliche Hemm-/Mutations-Szenarien mit Hilfe 
gentechnisch gezielt veranderter Hybridproteine simuliert (siehe 
hierzu Ausf uhrungsbeispiel 1 sowie Figuren 1 und 2) . 

S. carnosus/ pTX30A82 .mem produziert nach Induktion des Xylose- 
Promoters ein Hybridprotein bestehend aus der S. hyicus Proli- 
pase und dem C-terminalen Fragment des S. aureus Fibronectin- 
Bindeprotein B (FnBPB) , wobei das fur die Verankerung mit der 
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Zellwand wichtige LPXTG-Motiv gegen die Sequenz ISQAS ausge- 
tauscht wurde (Figur 1) . In anderen Ausf iihrungsf ormen kann 
jedoch auch ein Austausch gegen eine beliebige andere, bevorzugt 
aus 5 Aminosauren bestehende Sequenz erfolgen. In einer weiteren 
Aus fuhrungs form ist fur den mem-Phanotyp eine LPXTG-Substituion 
nicht notwendig, sondern auch eine komplette Deletion des LPXTG- 
Motivs denkbar. Damit entfallt die spezifische Spaltung am 
LPXTG-Motiv und somit die kovalente Verknupfung an den Mur- 
einsacculus. Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, da£ die 
hydrophobe Ankersequenz , die somit am Carboxylende der Fusion 
erhalten- bleibt , offenbar nicht ausreichend ist, urn die Lipase 
stabil in der Zellhiille und somit an der Zelloberf lache zu 
verankern. Es kommt zur quantitativen Freisetzung der Lipaseak- 
tivitat von der Bakterienoberf lache in das Kulturmedium . Dieser 
Klon simuliert somit die Inhibition der Spaltungsreakt ion durch 
die Sortase, die als wesentlicher Schritt der kovalenten Ver- 
knupfung des N-terminalen Spaltprodukts an das Murein der 
Zellwand vorangeht . 

S. carnosus / pTX3 0A8 2 . sec produziert nach Induktion des Xylose- 
Promoters ein Hybridprotein bestehend aus der S. hyicus Proli- 
pase und einem C-terminalen Fragment des S. aureus Fibronectin- 
Bindeprotein B (FnBPB) , welches mit dem Motiv LPETGG endet 
(Figur 1) . Dieser Klon simuliert die Inhibition der (kovalenten) 
Verknupfungsreaktion zwischen dem zu verankernden, C-terminal 
bereits prozessierten Lipase-Hybridprotein und der Zellwand. 
Das Lipase-Hybridprotein wird von diesem Klon quantitativ in 
aktiver Konformation in den Kulturuberstand freigesetzt. 

Die Bestimmung von Wirksubstanzen, welche die kovalente Ver- 
kniipfung von Polypeptiden an die Oberflache von Gram-posit iven 
Bakterien beeinf lussen, erfolgt erf indungsgemaS durch ein 
Verfahren mit den folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen einer Probe Gram-positiver Bakterien, welche 
mindestens eine kovalent mit der Oberflache der Gram-posi- 
tiven Bakterien verbundene Reportersubstanz mit mindestens 
einer Eigenschaft tragen, wobei die mindestens eine Repor- 
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tersubstanz ohne kovalente Bindung an die Oberflache der 
Gram-positiven Bakterien eine bestimmbare Veranderung in 
mindestens einer ihrer Eigenschaf ten aufweist, 

b) Inkontaktbringen der Probe mit einer moglichen Wirksub- 
stanz, 

c) Bestimmen der mindestens einen Eigenschaf t der Reportersub- 
stanz der Gram-positiven Bakterien der Probe. 

Die Bestimmung der mindestens einen Eigenschaft der Reportersub- 
stanz der Gram-positiven Bakterien der Probe kann in bevorzugter 
Weise im-Vergleich zu mindestens einer Ref erenzprobe , die nicht 
mit der Wirksubstanz in Kontakt gebracht wurde, und/oder minde- 
stens einer Ref erenzprobe , in der die Reportersubstanz ohne 
kovalente Bindung an die Oberflache Gram-posit iver Bakterien 
vorliegt, erfolgen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren erlaubt in vorteilhaf ter Weise 
selektiv die Identif izierung von solchen Wirksubstanzen, welche 
die kovalente Verknupfung von Polypeptiden an die Oberflache 
von Gram-positiven Bakterien direkt oder indirekt beeinf lussen . 
Wie eingangs erlautert, umfaSt der putative ProzeS der Ober- 
f lachen-verankerung zwei spezifische Schritte: 

a) Spaltung zwischen Threonin und Glycin des LPXTG -Motives 
und 

b) kovalente Verknupfung des Threonins an Peptidbestandteile , 
insbesondere an die Interpeptidbrucke , der Zellwand. 



Mittels des erf indungsgemaSen Verfahrens werden sowohl solche 
Wirksubstanzen erfaSt, die die Spaltungsreaktion inhibieren ■ und 
somit auch eine kovalente Verknupfung unterbinden als auch 
solche Wirksubstanzen, die eine inhibitorische Funktion ira 
zweiten Schritt der Oberf lachenverankerung besitzen. Diese 
Szenarien wurden, wie eingangs dargestellt, mit Hilfe von 
gentechnisch gezielt veranderten Reportersubstanzen simuliert 
und somit die Grundlage fur das erf indungsgemaSe Verfahren 
geschaffen. Das erf indungsgemaSe Verfahren erfaSt zudem auch 
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solche Wirksubstanzen, die einen inhibierenden Einflufc auf die 
Zellwandbiosynthese haben, so date als Folge eine kovalente 
Verkniipfung von Polypeptiden, insbesondere Pathogenitatsf akto- 
ren ; an die Zellwand, hier insbesondere an Interpept idbrucken 
des Mureinsacculus, nicht oder nur noch eingeschrankt moglich 
ist . Dariiberhinaus erfaSt es auch solche Substanzen, die zum 
aktiven Abbau der Zellwand f uhren . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird als Reportersubstanz ein Hybridpolypept id 
verwendet, welches insbesondere eine Anordnung der folgenden 
Sequenzabschnitte aufweist : N-terminales Signalpept id, Enzym, 
Sequenzabschnitt mit der Sequenz LPXTG, hydrophober Sequenz- 
abschnitt und geladener Sequenzabschnitt. Das Signalpeptid wird 
im Rahmen des sekretorischen Prozessierungsweges proteolyt isch 
entfernt. Wie in den nachf olgenden Beispielen gezeigt, kann 
insbesondere als enzymatischer Bestandteil des Hybridpolypept! - 
des S. hyicus Lipase verwendet werden. Es kann jedoch auch von 
Vorteil sein, E. coli jS-Lactamase oder andere Enzyme zu ver- 
wenden. Natiirlich vorkommende Oberf lachenpolypept ide konnen 
ebenso wie gentechnisch hergestellte Hybridpolypept ide als 
Reportersubstanzen dienen, die infolg.e der Wirkung geeigneter 
Wirksubstanzen im Medium mit Hilfe der gesamten Palette der 
bekannten chemischen, biochemischen und immunologischen Methoden 
nachgewiesen werden konnen. Urn allerdings einen hohen Proben- 
durchsatz bei einer ungeminderten VerlaSlichkeit des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens zu gewahrleisten, ist es insbesondere vor- 
teilhaft, als Reportersubstanzen Hybridpolypept ide mit enzymati- 
scher Aktivitat zu verwenden. Wirksubstanzen, welche die proteo- 
lytische Spaltung des Signalpept ides wie auch den gesamten 
Transportweg durch die cytoplasmat ische Membran beeinf lussen , 
fuhren dagegen nicht zum Auf treten der aktiven Reportersubstanz 
im Uberstand. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, das Enzym als Proenzym bereit- 
zustellen . 



In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm stellt die enzymatische 
Aktivitat des Hybrid-polypeptides die mindestens eine Eigen- 
schaft der Reportersubstanz dar . Es kann insbesondere bevorzugt 
sein, als best immbare Veranderung der mindestens einen Eigen- 
schaft den Ubergang des Enzyms aus einer inaktiven in eine 
aktive Konformation zu bestimmen. Dies kann bevorzugt durch 
Verwendung eines zwischen Enzym und LPXTG-Mot iv angeordnetem 
Linkerpeptid erzielt werden. In einer bevorzugten Ausf iihrungs - 
form des erf indungsgemafien Verfahrens ist die Anzahl der Amino- 
sauren des Linkerpept ides so gewahlt, daS das Enzym in einer 
inaktiven Konformation an der Oberflache der Gram-posit iven 
Bakterien verankert wird. Bei Verwendung von S. hyicus Lipase 
soll.te die Anzahl der Aminosauren im Linkerpeptid insbesondere 
weniger als zehn betragen. In einer weiteren Ausf iihrungsf orm 
konnte unter Verzicht auf das Linkerpeptid das Enzym mit seinem 
C-Terminus direkt an das LPXTG - Mot i v fusioniert vorliegen. In 
Abwesenheit der Wirksubstanz tragen die Gram-positiven Bakterien 
somit kovalent an ihrer Oberflache gebundene inaktive Enzyme, 
welche bei nicht-kovalenter Verkniipfung, insbesondere bei 
Freisetzung von der Oberflache der Gram-positiven Bakterien, 
in eine aktive Konformation falten und somit eine bestimmbare 
Veranderung in einer ihrer Eigenschaf ten, d.h. in diesem Fall 
der enzymatischen Aktivitat, erfahren. 

Es ist insbesondere bevorzugt, das erf indungsgemaSe Verfahren 
mit solchen Gram-positiven Bakterien durchzuf uhren , die einen 
geringen natiirlichen Zellwand- turn-over und/oder eine geringe 
Anzahl an Zellwandproteasen und/oder eine geringe Anzahl an 
sekretierten Proteasen aufweisen, urn den Anteil an falsch- 
positiven Ergebnissen bei der Suche nach geeigneten Wirksub- 
stanzen zu minimieren. Somit kann das erf indungsgemaSe Verfahren 
nicht nur mit naturlich vorkommenden Gram-posit iven Bakterien 
wie z.B. S. carnosus durchgef iihrt werden, sondern auch mit 
bereits genetisch veranderten Bakterien. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens erfolgt die Bestimmung der mindestens einen 
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Eigenschaft der Reportersubstanz mittels Fluoreszenzspektrosko- 
pie, insbesondere konfokaler Fluoreszenzspektroskopie wie in 
Ausfuhrungsbeispiel 1 gezeigt. Es ist hierbei moglich, auf die 
bekannten Verfahren der Ein- oder Mehrphotonenanregung zuruckzu- 
greifen. Als vorteilhafte Bestimmungsmethode hat sich insbeson- 
dere das Verfahren der Fluoreszenzkorrelat ionsspektroskopie 
(FCS) erwiesen, wie es in der internat ionalen Patentanmeldung 
PCT/EP 94/00117 (Internationale Verof f entlichungsnummer WO 
94/16313) detailliert beschrieben ist. Anstelle der in der 
vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen Vorrichtung kann 
es auch bevorzugt sein, FCS unter Verwendung von Elementen aus 
der Nahf eldspektroskopie durchzuf iihren, wie in dem deutschen 
Patent 44 38 3 91 und der korrespondierenden internat ionalen 
Patentanmeldung PCT/EP 95/04213 ( internat ionale Veroffentli- 
chungsnummer WO 96/13744) dargelegt . 

Die europaische Patentanmeldung 96 116 373.0 beschreibt ein 
Verfahren zur Analyse von Partikel enthaltenden Proben durch 
wiederholte Messung der Photonenanzahl pro definiertem Zeit- 
intervall von emittiertem oder in der Probe gestreutem Licht, 
gefolgt von der Bestimmung der Verteilungsf unkt ion der Photonen- 
anzahl pro definiertem Zeit intervall , aus welcher sodann die 
Verteilungsf unktion der Part ikelhelligkeiten bestimmt wird. 
Dieses Verfahren kann in bevorzugter Weise auch zur Untersuchung 
lumineszenter, insbesondere fluores-zierender, Proben eingesetzt 
werden und wird in dieser spezifischen Ausf uhrungsf orm als 
sogenannte Fluoreszenzintensitatsverteilungsanalyse (fluorescen- 
ce intensity distribution analysis, FIDA) bezeichnet. 

Fur Fluoreszenzmessungen geeignete Farbstoffe sind dem Fachmann 
aus der Literatur bekannt . Es kann z.B. bevorzugt sein, die 
Umsetzung eines Substrates, welches eine Anderung in seinen 
Fluoreszenzeigenschaf ten erfahrt, zu bestimmen. Weiterhin kann 
es bevorzugt sein, einen Reporterassay unter Verwendung von 
f luoreszierenden bzw. luminogenen Proteinen wie beispielsweise 
GFP (Green Fluorescent Protein) einzusetzen. 
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Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zum Ident if izieren 
einer Nukleinsaure , die fur einen Polypept idf aktor kodiert , 
welcher die kovalente Verkniipfung von" Polypeptiden an die 
Oberflache von Gram-positiven Bakterien beeinflusst, mit folgen- 
den Schritten: 

a) Bereitstellen einer Probe Gram-positiver Bakterien, welche 
genetisch veranderbar sind und mindestens eine kovalent 
mit der Oberflache der Gram-positiven Bakterien verbundene 
Reportersubstanz mit mindestens einer Eigenschaft tragen, 
wobei die mindestens eine Reportersubstanz ohne kovalente 
Bindung an die Oberflache eine bestimmbare Veranderung in 
mindestens. einer ihrer Eigenschaf ten aufweist, 

b) Verursachen von genet ischen Veranderungen in Gram-positiven 
Bakterien der Probe, 

c) Bestimmen der mindestens einen Eigenschaft der Reportersub- 
stanz der Gram-positiven Bakterien der Probe, 

d) Separieren von Gram-positiven Bakterien mit mindestens 
einer veranderten Eigenschaft der Reportersubstanz, 

e) Isolieren der Nukleinsaure der in Schritt d) separierten 
Gram-positiven Bakterien, 

f ) Ident if izieren mindestens eines Abschnittes der in Schritt 
e) isolierten Nukleinsaure, der die genetische Veranderung 

tragt, 

g) Identif izieren einer Nukleinsaure, die fur einen Polypep- 
tidfaktor kodiert, welcher die kovalente Verkniipfung von 

• Polypeptiden an die Oberflache von Gram-positiven Bakterien 
beeinflusst, auf der Grundlage des in. Schritt f } identif i- 
zierten Abschnittes. 

Auch in diesem Verfahren ist es bevorzugt , die mindestens eine 
Eigenschaft der Reportersubstanz im Vergleich zu mindestens 
einer Ref erenzprobe , die nicht genetisch verandert wurde , 
und/oder mindestens einer Ref erenzprobe , in der die Reportersub- 
stanz ohne kovalente Bindung an die Oberflache Gram-positiver 
Bakterien vorliegt, zu bestimmen. 
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Es kann bevorzugt sein, die gemaS Schritt g) des Verfahrens 
identif izierte Nukleinsaure zu gewinnen. Die von dieser Nu- 
kleinsaiire kodierten Polypeptide konnen insbesondere im Wirk- 
stoff screening Verwendung finden. 

Die kovalente Verkniipfung der Polypeptide erfolgt, wie bereits 
beschrieben, bevorzugt an das Murein der Zellwand, insbesondere 
an Interpeptidbrucken wie z.B. Pentaglycine der Zellwand Gram- 
positiver Bakterien. Bei den Polypeptiden handelt es sich 
insbesondere um Pathogenitatsf aktoren der Gram-posit iven Bakte- 
rien. 

Auch hier ist es bevorzugt, als Reportersubstanz ein Hybridpoly- 
peptid zu verwenden, welches insbesondere die folgenden Sequenz- 
abschnitte auf weist : N-terminales Signalpept id, Enzym, Sequenz- 
abschnitt mit der Sequenz LPXTG (Seq. ID No. 1), hydrophober 
Sequenzabschnitt und geladener Sequenzabschnitt . Wie in den 
nachfolgenden Beispielen gezeigt, kann insbesondere als enzyma- 
tischer Bestandteil des Hybridpolypept i des S. hyicus Lipase 
verwendet werden. Es kann jedoch auch von Vorteil sein, E . coli 
/3-Lactamase zu verwenden. Naturlich .vorkommende Oberf lachenpoly- 
peptide konnen ebenso wie gentechnische hergestellte Hybridpoly- 
peptide als Reportersubstanzen dienen, die infolge der Wirkung 
geeigneter Wirksubstanzen im Medium mit Hilfe der gesamten 
Palette der bekannten chemischen, biochemischen und immunologi- 
schen Methoden nachgewiesen werden konnen. Um allerdings einen 
hohen Probendurchsat z bei einer ungeminderten VerlaSlichkeit 
des erf indungsgemaSen Verfahrens zu gewahrleisten, ist es 
insbesondere vorteilhaft, als Reportersubstanzen Hybridpolypep- 
tide mit enzymat ischer Aktivitat zu verwenden. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, das Enzym als Proenzym bereit- 
zustellen . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm stellt die enzymatische 
Aktivitat des Hybridpolypept ides die mindestens eine Eigenschaft 
der Reportersubstanz dar. Es kann insbesondere bevorzugt sein, 



- 15 - 



als bestimmbare Veranderung der mindestens einen Eigenschaft 
den Ubergang des Enzyms aus einer inaktiven in eine aktive Kon- 
formation zu bestimmen. Dies kann bevorzugt durch Verwendung 
eines zwischen Enzym und LPXTG-Motiv angeordnetem Linkerpept ides 
erzielt werden. In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaiSen Verfahrens ist die Anzahl der Aminosauren des 
Linkerpeptides so gewahlt, daS das Enzym in einer inaktiven 
Konformation an der Oberflache der Gram-posit iven Bakterien 
verankert wird. Bei Verwendung von S. hyicus Lipase sollte die 
Anzahl der Aminosauren im Linkerpeptid insbesondere weniger als 
zehn betragen. In einer weiteren Ausf uhrungsf orm konnte unter 
Verzicht auf das Linkerpeptid das Enzym mit seinem OTerminus 
direkt an das LPXTG-Motiv fusioniert vorliegen. In Abwesenheit 
der Wirksubstanz tragen die Gram-posit iven Bakterien somit 
kovalent an ihrer Oberflache gebundene inaktive Enzyme, welche 
bei nicht-kovalenter Verknupfung, insbesondere bei Freisetzung 
von der Oberflache der Gram-positiven Bakterien, in eine aktive 
Konformation falten und somit eine bestimmbare Veranderung in 
einer ihrer Eigenschaf ten, d.h. in diesem Fall der enzymat ischen 
Akt ivitat , erf ahren . 

Es ist insbesondere bevorzugt, das erf indungsgemaSe Verf ahren 
mit solchen Gram-positiven Bakterien durchzuf iihren, die einen 
geringen natiirlichen Zellwand- turn-over und/oder eine geringe 
Anzahl an Zellwandproteasen und/oder eine geringe Anzahl an 
sekretierten Proteasen aufweisen, urn den Anteil an falsch- 
positiven Ergebnissen bei der Suche nach geeigneten Wirksub- 
stanzen zu minimieren.. Somit kann das erf indungsgemaSe Verf ahren 
nicht nur mit natiirlich vorkommenden Gram-positiven Bakterien 
wie z.B. S. carnosus durchgefiihrt werden, sondern auch mit 
bereits genet isch veranderten Bakterien. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens erfolgt die Bestimmung der mindestens einen 
Eigenschaft der Reportersubstanz mittels Fluoreszenzspektrosko- 
pie, insbesondere konfokaler Fluoreszenzspektroskopie wie in 
Ausf uhrungsbeispiel 3 gezeigt. Es ist hierbei moglich, auf die 




bekannten Verfahren der Ein- oder Mehrphotonenanregung zuriickzu- 
greifen. Als vorteilhafte Bestimmungsmethode hat sich insbeson- 
dere das Verfahren der Fluoreszenzkorrelat ionsspektroskopie 
(FCS) erwiesen, wie es in der internat ionalen Patentanmeldung 
PCT/EP 94/00117 (Internationale Veroffentlic hung snumme r WO 
94/16313) detailliert beschrieben ist . Anstelle der in der 
vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen Vorrichtung kann 
es auch bevorzugt sein, FCS unter Verwendung von Elementen aus 
der Nahf eldspektroskopie durchzuf iihren, wie in dem deutschen 
Patent 44 38 3 91 und der korrespondierenden internationalen 
Patentanmeldung PCT/EP 95/04213 ( internat ionale Veroffentli- 
chungsnummer WO 96/13744) dargelegt . 

Die europaische Patentanmeldung 96 116 373.0 beschreibt ein 
Verfahren zur Analyse von Partikel enthaltenden Proben durch 
wiederholte Messung der Photonenanzahl pro definiertem Zeit- 
intervall von emittiertem oder in der Probe gestreutem Licht, 
gefolgt von der Bestimmung der Verteilungsf unkt ion der Photonen- 
anzahl pro definiertem Zeit intervall , aus welcher sodann die 
Verteilungsf unkt ion der Partikelhelligkeiten bestimmt wird. 
Dieses Verfahren kann in bevorzugter Weise auch zur Untersuchung 
lumineszenter , insbesondere f luoreszierender , Proben eingesetzt 
werden und wird in dieser spezifischen Ausf uhrungsf orm als 
sogenannte Fluoreszenzintensitatsverteilungsanalyse ( fluorescen- 
ce intensity distribution analysis, FIDA) bezeichnet. 

Fur Fluoreszenzmessungen geeignete Farbstoffe sind dem Fachmann 
aus der Literatur bekannt . Es kann z.B. bevorzugt sein, die 
Umsetzung eines Substrates, welches eine Anderung in seinen 
Fluoreszenzeigenschaf ten erfahrt, zu bestimmen. Weiterhin kann 
es bevorzugt sein, einen Reporterassay unter Verwendung von 
f luoreszierenden bzw. luminogenen Proteinen wie GFP (Green 
Fluorescent Protein) einzusetzen. 

Die genetische Veranderung gemaS Schritt b) des erf indungs- 
gemaEen Verfahrens erfolgt in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
mittels Transposon-Mutagenese . Stattdessen kann jedoch auch z.B. 
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eine UV-Mutagenese oder eine chemische Mutagenese durchgefiihrt 
werden. Derartige Verfahren sind in zahlreichen Publikationen 
oder auch in Standard-Werken beschrieben (Miller J.H. (Ed) : 
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor, New York 
11724, Cold Spring Harbor Laboratory, 1977; Sambrock J., Fritsch 
E.F. und Maniatis T. (Eds) : Molecular cloning, a laboratory 
manual; New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) . 

Der beispielhaft gewahlte, nicht-pathogene Organismus S. carno- 
sus zeigt eine ausgesprochen geringe Freisetzung von Zellwand- 
Untereinheiten und produziert keine storenden Exo-Proteasen . 
Seine Verwandtschaf t zu den pathogenen Staphylococcen, wie S. 
aureus, S. hyicus oder S. epidermidis , ermoglicht den Transfer 
der hier beispielhaft erzielten Ergebnisse auf medizinisch 
relevantere Organismen. 

So ist es beispielsweise moglich, das erf indungsgemaSe Verfahren 
hinsichtlich der Schritte a) bis f) in dem nicht -pathogenen 
Organismus S. carnosus durchzuf uhren . Der gemaS Schritt f) 
identif izierte Abschnitt kann dann als Grundlage dienen, urn 
nicht nur im Wildtyp-Stamm, sondern auch in verwandten Stammen 
solche Nukleinsauren zu identif izieren, die fur einen Polypep- 
tidfaktor kodieren, welcher die kovalente Verknupfung von 
Polypeptiden an die Oberflache dieser Stamme beeinflusst. Dies 
kann in dem Fachmann bekannter Weise erfolgen, wie z . B . mittels 
Hybridisierung mit Gensonden oder mittels PCR-Amplif ikat ion der 
entsprechenden Gene. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf ormen des erf indungsgemaSen 
Verfahrens ist es ebenso moglich, Gruppen von moglichen Wirksub- 
stanzen der Probe Gram-posit iver Bakterien zuzugeben, urn bei 
positivem Signal eine weitere Dif f erenzierung dieser Klasse vor- 
zunehmen. 

Desweiteren kann der Probe, falls eine mogliche Wirksubstanz 
nicht positiv mit der Probe interf eriert , eine weitere mogliche 
Wirksubstanz zugegeben werden, ohne die Probe zu wechseln. In 
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diesem Fall werden sequentiell eine mogliche Wirksubstanz 
zugegeben. In diesem Falle ist es auch moglich, synergist ische 
Effekte f est zustellen , wenn sich die als wirksam erwiesene 
Substanz in einem Bestat igungsversuch anders verhalt als im 
Gemisch mit der oder den scheinbar nicht wirksamen Substanzen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ferner die mittels 
des erf indungsgemaSen Verfahrens identif izierten und bevorzugt 
isolierten Nukleinsauren . 

Die angegebenen spezifischen Nukleinsauresequenzen wurdendurch 
Sequenzierung der an die Insert ionsstellen der Transposons 
angrenzenden Bereich der genomischen S. canosus DNA erhalten. 

Die Figur 1 beschreibt beispielhaft die Struktur eines als 
Reportersubstanz einsetzbaren Hybridproteins (Assay- Plasmid 
pTX30A82) sowie die oben erwahnten Strukturen der zur Simulation 
der erf indungsgemaSen Verfahren verwendeten Hybridproteine 
(Plasmide pTX30A82.sec und pTX3 0A82 . mem) im Vergleich zur 
Struktur der S. hyicus Lipase (Plasmid pTX15) . Am N-Terminus 
befindet sich das sog . Signalpeptid (schraffiert dargestellt) , 
welches den Transport des Proenzyms (schematisch durch PP und 
Lipase dargestellt) durch die cytoplasmat ische Membran ermog- 
licht und im Rahmen des sekretorischen Prozessierungsprozesses 
proteolytisch entfernt wird. In bevorzugter Weise schlieSt sich 
an die Lipase ein Linkerpeptid an, dessen Lange derart gewahlt 
ist, dafi die Lipase in einer inaktiven Konformation an der 
Oberflache der Gram-posit iven Bakterien kovalent verankert 
werden kann . Es folgen LPETG-Mot iv , hydrophober und geladener 
Sequenzabschnitt (Assay- Plasmid pTX30A82) . Das LPXTG-Motiv ist 
im zur Simulation verwendeten Hybr idprotein (Plasmid 
pTX30A82 .mem) durch die Sequenzabf olge ISQAS ersetzt. In dem 
zu einer weiteren Simulation verwendeten Hybridprotein (Plasmid 
pTX30A82 . sec) schlieSt sich an das Linkerpeptid lediglich ein 
Sequenzabschnitt mit der Sequenz LPETGG an. 
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Ausf uhrungsbei spiel 1 

Simulat ionsszenarien 
Stawme & Plasmide 

Wildtyp-Stamm S. carnosus TM3 0 0 (Gotz, F., J. Appl . Bacteriol. 
Symp. Supp. 69: 49-53, 1990) wurde als Wirtsorganismus fur die 
Herstellung aller rekombinanter Staphylokokkenstamme benutzt . 
Die Herstellung des Assay-Plasmids pTX30A82 wird nachfolgend 
in Ausf iihrungsbeispiel 2 beschrieben. 

Die Plasmide pTX30A82.mem und pTX30A82.sec wurden analog zum 
Plasmid pTX3 0A82 unter Verwendung der Oligonukleotidpaare (Seq. 
ID No. 2 bis 5) AS14 (5 * -ATAAGGCGCCTTAGTTTAATTATGCTTTGTGATTC) 
/AS 4 5(5'- CGCAGGAAGCTTACCACAATCTAAGAAATCTGAAATATCTCAAGCAAGTGGAG - 
AAG ) und AS 4 2(5' - AATAAGGCGCCTCATTATCCACCTGTTTCAGGTAGTTC ) / 
AS2 2 ( 5 " - ACGAAAGCTTACCACAATCTAAGAAATCTGAAC) ausgehend von pTX3 0 
hergestellt. Die Plasmide pTX30A82, pTX30A82.mem und 
pTX30A82.sec wurden in S. carnosus TM300 transf ormiert (Gotz 
& Schumacher, FEMS Microbiol. Lett. 40: 285-288, 1987). 

Medi en 

Fur die Kultivierung der Bakterien in Fliissigkultur wurde Basis- 
Medium (BM) verwendet, das 1% Pepton, 0.5% Hef e -Ext rakt , 0.5% 
NaCl, 0.1% Glucose und 0.1% Di -Kaliumhydrogenphosphat enthielt 
(pH 7.4) . Fur die Induktion des Xylose Promoters wurde modifi- 
ziertes Basis-Medium ( Indukt ionsmedium) benutzt, in dem die 
Glucose durch 0,5% Xylose ersetzt wurde. Nach Bedarf wurde das 
BM mit Chloramphenicol (Cm, 10 mg/1), Tetracyclin (Tc, 25 mg/1) 
und Erythromycin (Em, 2.5 mg/1) versetzt. Agar-Selekt ionsplatten 
enthielten zusatzlich 15 g/1 Agar. Lipase-Testplatten wurden 
unter Verwendung von Tributyrin-Agar Basis (Merck) nach Anlei- 
tung des Herstellers zubereitet . Der Agar wurde vor dem GieSen 
der Platten mit 1% Glycerintributyrat und den entsprechenden 
Antibiotika (Tc, Em) versetzt. Auf diesen Platten konnen Lipase- 
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freisetzende Bakterienzellen durch die Bildung klarer Hofe 
identif iziert werden . 

Part J: 

Lokalisation und Quantifizierung der Lipase -Aktivitat in den 
Simulations -Kl onen 

Jeweils 5 ml Basismedium wurden von Platte mit Wildtyp-Stamm 
S. carnosus TM3 00 bzw. den oben beschriebenen S. carnosus Klonen 
beimpft und bei 37°C iiber Nacht unter Schutteln inkubiert . Mit 
diesen Vorkulturen wurden jeweils 5 ml- Indukt ionsmedium 1:100 
beimpft und bei 37°C bis zur spat-logarithmischen Wachstumsphase 
geschuttelt. Die Kulturen wurden auf 4°C gekiihlt, bevor die 
Lipase -Aktivi tat im Kulturiiberstand und die zellgebundene 
Lipase-Aktivitat nach Freisetzung durch Lysostaphinbehandlung 
der Zellen gemafi Strauss und Gotz (Mol. Microbiol. 21: 491-500, 
1996) bestimmt wurde . Die Gesamtaktivitat ergab sich aus der 
Summe der zellgebundenen Aktivitat und der Aktivitat im Kultur- 
uberstand. AnschlieSend wurde die jeweilige Lipase-Aktivitat 
im Kulturiiberstand in Relation zur Gesamtaktivitat des ent- 
sprechenden Klons bestimmt (Figur 2) . 

Part JJ: 

EtaJblierung eines auf Fluoreszenzspektroskopie basierenden 
Assayverfahrens 

Die S. carnosus Klone S. carnosus/pTX30A82 , /pTX30A82 . mem, und 
/pTX30A82 . sec wurden iiber Nacht bei 37°C in Basis-Medium kulti- 
viert. Die Zelldichten dieser Kulturen wurden durch Messung der 
optischen Dichten (OD576) im Photometer bestimmt und Verdiinnun- 
gen (ca. 1:200) gleicher Zelldichte hergestellt. Fur die Her- 
stellung dieser Verdiinnungen wurde modif iziertes Basis-Medium 
( Induktionsmedium) verwendet . Die verdiinnten Kulturen wurden 
daraufhin erneut bei 37°C angewachsen. In verschiedenen Experi- 
menten wurden sowohl Mikrot iterplatten als auch andere GefaSe 
fur die Kult ivierungen verwendet. 
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Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung wurde die von 
den Bakterien freigesetzte Lipaseaktivitat in den Kulturviber- 
standen bestimmt . Die Zellen wurden durch Zentrif ugation sedi- 
mentiert, die Kulturuberstande abgehoben und, wenn notwendig, 
auf Eis aufbewahrt. Assays wurden in Mikrot iterplat ten (100 pi) 
mit Glasboden durchgefiihrt . Der Lipase -Assay- Puffer setzte sich 
wie folgt zusammen: 10 mM CaCl 2 , 0,05% Triton-X-100 , 20 mM 
Tris/HCl, pH 8,0. Als fluorogenes Farbsubstrat wurde l,2-o- 
Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsaure-resoruf inester (Sigma # 
D7414) eingesetzt. Die Substrat-Stammlosung wurde in 100% DMSO 
bei 1 rag/ml angesetzt und bei -20°C gelagert. Pro Messprobe 
wurden jeweils 10 /il der Kulturuberstande mit 80 fil Lipase- 
Assay-Puf fer und 10 fil Substrat-Losung (10 fiM Endkonzentration) 
vermischt . Die Umsetzung des Substrats wurde f luorometrisch 
unter Verwendung eines Fluoreszenz- (ELISA) Readers oder mittels 
Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie mit dem ConfoCor bestimmt. 



Wahrend der Klon S. carnosus/pTX30A82 in den Messungen nur 
unwesentlich hohere Signale als die Negativkontrolle (nur Puffer 
und Substrat) ergab, wurden in den Kulturiiberstanden der beiden 
Klone S. carnosus/pTX30A82 .mem und S. . carnosus/pTX30A82 . sec 
signifikante Mengen an Lipaseaktivitat gefunden. 

Ausf iihrungsbei spiel 2 

Screening von Mutanten mit Defekten in der Oberf lachenveranke - 
rung infolae einer Transposon-Muta oenese 



Stamme & Plasmide 



Wildtyp-Stamm S. carnosus TM300 (Gotz, F., J. Appl . Bacterid. 
Symp. Supp. 69: 49-53, 1990) wurde wie von Gotz und Schumacher 
(FEMS Microbiol. Lett. 40: 285-288, 1987) beschrieben mit dem 
Assay-Plasmid pTX30A82 transf ormiert . Plasmid pTX30A82 wurde 
analog zum Plasmid pCX30A82 (Strauss und Gotz, Mol . Microbiol. 
21:491-500, 1996) hergestellt. Es diente jedoch nicht das mit 
Chloramphenicol selektionierbare Plasmid pCX15 (Wieland et al . , 
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Gene 158: 91-96, 1995), sondern das mit Tetracyclin selektio- 
nierbare Plasmid pTX15 (Peschel et al . , FEMS Microbiol. Lett. 
137: 279-284, 1996) als Ausgangsvektor . Dieses Plasmid enthalt 
eine Genfusion, welche das Assay-Hybridprotein bestehend aus 
S. hyicus Lipase und dem C- terminalen Teil des Fibronectin 
Bindeprotein B (FnBPB) kodiert und welche unter der Kontrolle 
des induzierbaren Xylose- Promotors steht (Wieland et al . , Gene 
158: 91-96, 1995) . Der Abstand zwischen dem C-terminalen Alanin- 
Rest der Lipase und dem Leucin-Rest des . LPXTG-Mot ives des FnBPB 
betrug 10 Aminosauren (Figur 1) . Fur die Transposon-Mutagenese 
wurde dieser Stamm zusatzlich mit dem Plasmid pTVlts (Youngman 
et al. in: Smith et al . (ed) : Regulation of procaryotic develop- 
ment. American Society for Microbiology, Washington DC, 65-87, 
1989) transf ormiert . 

Medien 

Es wurden Medien entsprechend der Angaben in Ausf iihrungsbeispiel 
1 verwendet . 

Transposon -Mu tagenese 

Das Plasmid pTVlts, welches in Gram-posit iven Bakterien eine 
temperatur-sensitive Replikation zeigt, kodiert fur eine Chlo- 
ramphenicol -Resistenz und tragt das Transposon Tn917, das ein 
Erythromycin-Resistenzgen beinhaltet (Youngman et al . in: Smith 
et al. (ed) : Regulation of procaryotic development. American 
Society for Microbiology, Washington DC, 65-87, 1989) . S. 
carnosus Zellen, welche die Plasmide pTVlts und pTX30A82 trugen, 
wurden iiber Nacht in BM-Selekt ions-medium (Cm, Tc, Em) bei 30 
°C angezogen. Mit dieser Vorkultur wurde BM-Selektionsmedium 
(Tc, Em) 1:100 inocculiert, und das Tn917 bei der nicht -permis - 
siven Temperatur von 40°C fur mindestens 20 Zellgenerat ionen 
mobilisiert . 
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Screening von Mutanten mit Defekten in der Oberflachenveranke- 
rung 

Mutanten mit einer Transposon-Mobilisierungsrate (Zellen Tc+Em 
resistent, aber Cm sensitiv) von mindestens 1000:1 wurden direkt 
auf Lipase-Testplatten ausplattiert und bei 30°C fur ca. 48 h 
bebriitet, bevor potentielle Mutanten mit Defekten in der kova- 
lenten Zellwand-Verankerung identif iziert wurden. Diese zeichne- 
ten sich durch einen durch die freigesetzte Lipase-Aktivitat 
erzeugten klaren Hof aus . Auf Agar-Selekt ionsplat ten (Tc, Em) 
wurden die relevanten Klone nochmals vereinzelt, bevor ihr 
Phanotyp ein weiteres Mai auf Lipase-Testplatten und in Flussig- 
kultur verif iziert wurde. Hierzu wurden jeweils 5 ml Induktions- 
Medium von Platte beimpft und bei 30°C uber Nacht geschuttelt, 
bevor die Lipaseakt ivitat im Kulturuberstand im Vergleich zum 
nicht-mutierten Ausgangsstamm, wie von Strauss und Gotz (Mol . 
Microbiol. 21: 491-500, 1996) beschrieben, bestimmt wurde. 




t .... - - • • * 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: Evotec BioSystems GmbH 

(B) STRASSE: Grandweg 64 

( C ) ORT : Hamburg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-22529 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zum Ident if izieren 

einer Nukleinsaeure 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, 

.Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

Leu Pro Xaa Thr Gly 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

ATAAGGCGCC TTAGTTTAAT TATGCTTTGT GATTC 
35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 56 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

CGCAGGAAGC TTACCACAAT CTAAGAAATC TGAAATATCT CAAGCAAGTG GAGAAG 
56 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 3 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

AATAAGGCGC CTCATTATCC ACCTGTTTCA GGTAGTTC 
38 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

* (i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 3 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

( iii ) HYPOTHETISCH : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

ACGAAAGCTT ACCACAATCT AAGAAATCTG AAC 
33 




ST 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Wirksubstanzen, welche die 
kovalente Verkniipfung von Polypeptiden an die Oberflache 
von Gram-positiven Bakterien beeinf lussen , mit folgenden 
Schritten : 

a) Bereitstellen einer Probe Gram-posit iver Bakterien, 
- welche mindestens eine kovalent mit der Oberflache 

der Gram-positiven Bakterien verbundene Reportersub- 
stanz mit mindestens einer Eigenschaft tragen,. wobei 
die mindestens eine Reportersubstanz ohne kovalente 
Bindung an die Oberflache der Gram-positiven Bakte- 
rien eine bestimmbare Veranderung in mindestens einer 
ihrer Eigenschaf ten aufweist, 

b) Inkontaktbringen der Probe mit einer moglichen Wirk- 
substanz , und 

c) Bestimmen der mindestens einen Eigenschaft der Repor- 
tersubstanz der Gram-positiven Bakterien der Probe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS die 
mindestens eine Eigenschaft der Reportersubstanz im Ver- 
gleich zu mindestens einer Ref erenzprobe , die nicht mit 
der Wirksubstanz in Kontakt gebracht wurde , und/oder 
mindestens einer Ref erenzprobe , in der die Reportersubstanz 
ohne kovalente Bindung an die Oberflache Gram-posit iver 
Bakterien vorliegt, bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die kovalente Verkniipfung der Polypeptide 
an das Murein der Zellwand, insbesondere an Interpeptid- 
brucken wie z.B. Pentaglycine , Gram-posit iver Bakterien 
erf olgt . 
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4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Polypeptide Pathogenitats- 
faktoren Gram-positiver Bakterien darstellen. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Reportersubstanz ein 
Hybridpolypeptid ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Hybridpolypeptid eine Anordnung der folgenden Sequenz- 
abschnitte auf weist : N-terminales Signalpeptid, Enzym, 
Sequenzabschnitt mit der Sequenz LPXTG, hydrophober Se- 
quenzabschnitt und geladener Sequenzabschnitt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Enzym als Proenzym bereitgestellt wird. 

8. Verfahren nach Anspruchen 6 und/oder 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die enzymatische Aktivitat des Hybridpolypep- 
tides die mindestens eine Eigenschaft der Reportersubstanz 
ist . 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, da£ die bestimmbare Veranderung 
der Ubergang aus einer inaktiven in eine aktive Konforma- 
tion des Enzyms ist. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS zwischen Enzym und Sequenz- 
abschnitt mit der Sequenz LPXTG ein Linkerpept id , welches 
insbesondere weniger als 10 Aminosauren umf aSt , angeordnet 
ist . 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Gram-positiven Bakterien 
einen geringen nattirlichen Zellwand- turn-over und/oder eine 
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geringe Anzahl an Zellwandproteasen und/oder eine geringe 
Anzahl an sekretierten Proteasen aufweisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die Bestimmung der mindestens 
einen Eigenschaft der Reportersubstanz mittels Fluoreszenz- 
spektroskopie , insbesondere konf okaler Fluoreszenzspek- 
troskopie , erf olgt . 
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Zusammenf as sung 



Verfahren zur Bestimmung von Wirksubstanzen, welche die kovalen- 
te Verknupfung von Polypeptiden an die Oberflache von Gram- 
positiven Bakterien beeinf lussen, mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen einer Probe Gram-positiver Bakterien, welche 
mindestens eine kovalent mit der Oberflache der Gram- 
posit iven Bakterien verbundene Reportersubstanz mit minde- 
stens einer Eigenschaft tragen, wobei die mindestens eine 
Reportersubstanz ohne kovalente Bindung an die Oberflache 
der Gram-positiven Bakterien eine bestimmbare Veranderung 
in mindestens einer ihrer Eigenschaf ten aufweist, 

b) Inkontaktbringen der Probe mit einer moglichen Wirksub- 
stanz, und 

c) Bestimmen der mindestens einen Eigenschaft der Reportersub- 
stanz der Gram-positiven Bakterien der Probe 
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